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摘 要：通过田间试验研究了玉米和向日葵两种植物对石油污染土壤的修复作用，考察了外源菌（DX-9）对植物修复的强化和协同
效应，对“外源菌-植物”修复效果进行了初步评价。结果表明，在 10 000 mg·kg-1污染浓度下，150 d玉米、向日葵试验区土壤中石油
降解率分别为 42.5 %和 46.4 %，较对照区提高了 100.5 %和 118.9 %。外源节细菌的施加可使生物修复速度显著加快，150 d“DX-
9-玉米”和“DX-9-向日葵”试验区石油烃降解率分别达到 72.8 %和 76.4 %，较同期单独植物修复的降解率提高了 71.3 %和 64.7 %。
500 d各试验区土壤中石油烃降解率分别为 95.5%、96.1%、97.6 %和 98.9 %，土壤中石油烃含量均低于国家标准规定限量（＜500
mg·kg-1）；土壤主要理化性质、生物群落分布、呼吸强度及植物不同部位中石油烃的残留量与对照无显著差异。结果表明：玉米、向日
葵与节细菌对石油污染土壤的联合生物修复效果显著；经过两年修复，污染土壤恢复健康状态。
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Abstract：The bioremediation of corn, sunflower, Arthrobacter（DX-9）-corn,（DX-9）- sunflower to the petroleum-contaminated soil were
studied by field trial, which was obtained by selective enrichment culture from the sludge in sewage of a oil refinery,the tests in shaking flasks
showed that it could degrade petroleum hydrocarbon well and the removal rates could reach 90.8% with initial concentration of 10 000 mg·kg-1

at 20 d. The effect of bioremediation of DX-9-corn and DX-9- sunflower was evaluated after the field experiment had been finished. The re－
sults showed that ,when the initial concentrtation of petroleum in soil were 10 000 mg·kg-1, removal rate of petroleum in the soil of experiment－
ed field of corn and that of sunflower could reach 42.5% and 46.4%, increasing by 100.5%, 118.9% compared with controlled fields by 150
days operation. Adding DX-9 could increased the biodegradation rate of phytoremediation obviously, the dgradation rates of corn-DX-9,
sunflower-DX-9 section were higher than those of corn and sunflower with removal being 72.8% and 76.4%, increasing by 71.3%, 64.7% at 150
d. After 500 days of bioremediation,the degradation rates of petroleum hydrocarbon in corn, sunflower, corn-DX-9 and sunflower-DX-9 sec－
tion were up to 95.5%,96.1%,97.6% and 98.9% respecitvely. Petrolic content in the soil of experimented fields was lower than the govern－
ment-required standard（＜500 mg·kg-1）. The properties, biome distribution and respiration intensity of the soils in experimented fields,
the residue of petroleum in various parts of plants were not significant different compared with controlled fields. It indicated that DX-9 combined
with plant could increase evidently the effect of bioremediation, contanminated soil could restore its health after two years of bioremediation.
Keywords：petroleum-contaminated soil; corn; sunflower; bioremediation

随着经济的快速发展，人们对石油的生产与消耗

量不断增加。在石油勘探、开采、运输与加工等过程中
由于操作不慎或偶然事故使相当量石油进入环境，导

致土壤污染负荷日益加重[1-2]。据报道[3-4]，中国内蒙

古的阿尔善油田平均每口油井年进入环境的落地石

油为 0.6~2 t，对草原植被的影响范围为 100×150 m2；

在辽河油田重度污染区内，土壤中的含油量已达到

10 000 mg·kg-1，远远超过临界值 500 mg·kg-1[5]。石油
污染土壤使土质恶化，造成生物机能障碍，导致作物

发芽出苗率降低，结实率下降，抗倒伏、抗病虫害的能
力降低，严重者会导致遭受污染土壤在几年甚至几十

年寸草不生[6-8]。另外，当土壤孔隙较大时，石油废水还
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可以渗透到土壤深层，造成地下水污染。因此，石油污
染土壤的修复与治理受到广泛关注[9-10]。
有关石油污染土壤的植物-微生物联合修复国内报
道较少。本文以抗逆性强、根系发达且适应北方地区环
境气候条件的玉米和向日葵作为修复植物[11-14]，以陕北

黄土中土著微生物为基础，外加自主筛选分离的高效石

油降解菌（DX-9）作为强化菌剂，研究石油污染土壤的
植物-微生物联合修复技术并对修复后土壤健康状况进
行初步评价，为石油污染土壤的工程化治理提供支持。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器
1.1.1 供试种子和土壤
玉米品种为“陕单 902”，向日葵品种为美国油

料向日葵 G101，均购于陕西洛川县种子公司。试验
场地设在陕北黄土高原洛川塬。土壤类型为粉质粘
土，肥力适中，前茬作物为蔬菜，土壤 pH 值为 7.2，
总有机碳为 18.2 g·kg-1，总氮含量为 1.5 g·kg-1，总磷
含量（以P2O5计）为 1.3 g·kg-1，Na2O 16.6 g·kg-1，K2O 23.1
g·kg-1，阳离子交换容量（CEC）为 341.6 mmol·kg-1，苯
并[a]芘未检出（注：土壤理化参数测定值均以土壤干
重计算）。
1.1.2 试验用石油及供试菌
试验用石油（未经加工的原油） 相对密度为

0.852~0.893，苯并[a]芘含量 7.11 mg·kg-1，属石蜡基石
油。试验菌剂，节细菌（Arthrobacter sp.），自某炼油厂污
水池底泥中筛选分离出的高效石油降解菌（DX-9）[15]。
1.1.3 培养基
细菌培养用牛肉膏蛋白胨培养基；真菌培养用

马丁氏培养基；放线菌培养用高氏 1号培养基；自生
固氮菌培养基配方为：葡萄糖，10 g；KH2PO4，0.2 g；
MgSO4·7H2O，0.2 g；NaCl，0.2 g；CaSO4·2H2O，0.2 g；
CaCO3，5 g；蒸馏水，1 000 mL；pH，7.0~7.2。氨化细菌
培养基配方为：蛋白胨，10 g；MgSO4，0.5 g；K2HPO4，1
g；NaCl，0.5 g；FeSO4，0.001 g；微量元素液，1.0 mL；蒸
馏水，1 000 mL。微量元素液可由 0.5 g硼酸、0.5 g钼
酸钠溶于 100 mL蒸馏水中所得。硝化细菌培养基配
方为：NaNO3，1 g；K2HPO4，0.75 g；KH2PO4，0.25 g；Na2CO3，1
g；CaCO3，1 g；MgSO4·7H2O，0.03 g；MnSO4·7H2O，0.01
g；pH，7.2；蒸馏水，1 000 mL；121℃灭菌 30 min。
1.1.4 主要仪器与试剂

GCMS-QP2010气相色谱质谱联用仪，Oil-460型
红外分光测油仪，752型紫外分光光度计，AL204-IC

电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司），TOC-VCPH总
有机碳测定仪。正十六烷、异辛烷和苯及苯并[a]芘标
准品购自 Aldrich Chemical Co.。
1.2 试验方法
1.2.1 试验田设计及土壤处理方法
试验田分为玉米试验区（Y00、Y01、YJ01），向日葵
试验区（X00、X01、XJ01）和无植被空白对照区（K01）。
每块试验田面积 4 m×4 m。“00”区为未污染对照区，
“01”试验区是根据土壤干容重，于 15 cm深的耕作土
层拌入质量分数为 1%的原油。具体方法为：利用环刀
法测定供试土壤的湿容重，通过含水率测定结果计算

出供试土壤的平均密度，进而计算出各试验区所需加

入的原油质量。将计算量的原油均匀地喷洒在地面，用
锄头从不同方向反复锄动并用铁耙反复耙耱，当日喷

灌浇水一次，次日早、晚各锄、耙一次，第 3 d再次锄、
耙、耱，然后下种。“J01”试验区除拌入质量分数为 1 %
的原油外，分别于玉米的穗期和花粒期，向日葵的花期

和现蕾期各施高效降解菌一次，施菌剂量为 1 L·m-2，

菌悬液含菌量为 1012~1014 cfu·mL-1。各试验区均设一
组平行试验区。播种前，生育季节和施菌后适时灌溉，
采用常规田间管理。次年同期进行 2次修复试验。
1.2.2 测定指标
于播种当日、35、80、120、150、360、450、500 d 取

土样测定石油烃含量，计算降解率；500 d测定各试验
区土壤理化性质、土壤呼吸强度。统计试验区细菌、真
菌、放线菌、自生固氮菌、氨化细菌和硝化细菌的菌群
分布；测定植物成熟期不同部位石油烃残留量及子实

中苯并[a]芘含量。
1.2.3 微生物计数
选用选择性培养基，牛肉-蛋白冻培养基、马丁氏

培养基和高氏合成一号培养基、自生固氮菌培养培养
基、氨化细菌培养基和硝化细菌培养基，采用平板计
数法分别统计 500 d土壤样品中细菌、真菌、放线菌、
自生固氮菌、氨化细菌和硝化细菌的数量[16]。
1.2.4 石油烃含量测定
土样中石油烃含量的测定采用重量法[17]。子实中
苯并[a]芘含量采用气相色谱质谱联用仪测定[18-19]。植
物样品中石油烃含量的测定采用非分散红外光谱法[20]。

2 结果与分析

2.1 植物-微生物对石油烃的降解性能
分别在播种后 35、80、120、150、360、450和 500 d
取土样测定石油烃含量，结果见图 1和图 2。
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表 3 向日葵不同部位石油烃残留量（mg·kg-1）
Table 3 The residues of petroleum in different parts

of sunflower（mg·kg-1）

时间 试验区 根 茎 叶 葵盘 籽仁壳 籽仁
籽仁中 BaP/
μg·kg-1

2005年 X00 3.46a 4.97a 8.63a 4.80a 4.82a 13.97a ND

XJ01 9.82b 5.03a 8.73a 4.91a 4.86b 18.34b 3.66

2006年 X00 3.61a 5.21a 8.35a 4.98a 4.62a 14.56a ND

XJ01 3.78a 5.08a 8.59a 4.80a 4.76a 15.08 ND

表 2 玉米不同部位石油烃残留量（mg·kg-1）
Table 2 The residues of petroleum in different parts

of corn（mg·kg-1）

时间 试验区 根 茎 叶 穗芯 籽仁
籽仁中BaP/
μg·kg-1

2005年 Y00 24.63a 25.59a 27.15a 23.16a 25.84a ND

YJ01 29.40b 25.79a 27.35a 23.64a 29.66b 5.78

2006年 Y00 24.72a 26.21a 28.24a 22.46a 24.95a ND

YJ01 26.72b 26.23a 28.76a 22.49a 24.98a 1.52

注：表中数据为平均值；同一列数据中有相同字母表示在 α=0.05
水平上无显著差异。下同。

可见，玉米和向日葵对石油污染土壤具有明显的

修复功能，在第 150 d其降解率分别达到 42.5 %和
46.4 %；DX-9的施加显著加速了生物修复的速度，在
第 150 d，YJ01 和 XJ01 试验区的石油降解率达到
72.8 %和 76.4 %，比未施菌试验区（Y01、X01）提高了
71.3 %和 64.6 %。150~360 d各试验区石油烃降解速
度减慢。这是因为该时期试验区地面无植被，表层土
壤温度低，甚至处于冰冻状态，导致微生物代谢减慢

或不能生长繁殖，因而，石油烃的生物利用率明显降

低。360 d之后，Y01、X01区降解速度又明显加快，其
原因是土壤温度的提高和植物根际效应极大地促进

了微生物对石油污染物的降解速度。500 d各试验区
的降解率分别达到 95.5 %、97.6 %、96.1 %、98.9 %，土
壤中石油烃的残留量分别为 495.5、261.4，382.1、
113.0 mg·kg-1，均低于国家标准限量[21]。
由图 1可见，土壤中石油含量随运行时间的延续
而降低，其速率规律可以表示为：

C=C0e-k （1）
式中：C0为土壤中石油的初始浓度；C为土壤中石油
的瞬时浓度；k为降解常数。

对各试验区不同时期土壤中石油质量浓度进行

回归分析得到石油烃降解的动力学方程。由（1）式可
推导出土壤中石油烃降解的半衰期（t1/2）为：

t1/2=0.693/k （2）
拟合及数值计算结果见表 1。

降解常数（k）和半衰期（t1/2）是衡量降解速度的两
个特征参数，k值越大，t1/2越小，则降解速度越快。由
表 1可见，XJ01区降解速度最快，其半衰期仅为 88 d，
其次是 YJ01，半衰期为 105 d；未施加外源菌的 X01、
Y01区降解速度较慢，半衰期分别为 128和 141 d。
2.2 植物中石油残余量测定结果
利用非分散红外分光光度法测定了 2005 年和

2006年各试验区植物样品中石油烃及子实中苯并[a]
芘的含量，结果见表 2、表 3。
如果以试验区石油残留量测定值与对照区测定

值之差表示石油残留绝对值,由表 2、表 3可以看出，
试验第一年土壤中石油烃在植物根部残留量最大，其

表 1 石油降解的动力学特征
Table 1 Dynamic characters of oil degradation

试验区 降解动力学方程 相关系数 降解常数/d-1 半衰期/d

Y01 y=13 017e-0.004 9x R2=0.834 0 4.9×10-3 141

YJ01 y=10 950e-0.006 6x R2=0.944 9 6.6×10-3 105

X01 y=11 455e-0.005 4x R2=0.875 3 5.4×10-3 128

XJ01 y=10 887e-0.007 9x R2=0.943 2 7.9×10-3 88
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图 1 土壤中石油降解曲线
Figure 1 Degradation curve of petroleum in the soil

图 2 500 d土壤中石油残留量
Figure 2 Residue of petroleum after 500 d in the soil
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次是籽仁；植物的茎、叶、玉米的穗芯、向日葵的葵盘
中石油烃含量与对照无显著差异。试验第一年，玉米、
向日葵根部石油烃残留量较对照分别增加了 19.4 %、
183.8 %；籽仁中石油烃残留量较对照增加了 14.8 %、
31.3%；玉米籽仁中 BaP含量达到 5.78μg·kg-1，超过国
家食品规定的限量（＜5 μg·kg-1），向日葵籽仁中 BaP
含量未超过国家食品规定的限量[22]。试验第二年，两
种植物各部位石油烃含量均与对照无显著差异；玉米

籽仁中 BaP含量降至 1.52 μg·kg-1。污染土壤经过 2 a
植物-微生物联合修复，基本消除了石油烃对植物的
生态毒性影响。
2.3 修复后土壤理化性质
修复 2 a后，对试验区土壤基本理化性质进行测

定，结果见表 4。

土壤理化性质不仅对植物吸收污染物有很大影

响，而且是土壤健康标志的集中体现。由表 4可见，运
行 500 d后各试验区阳离子交换容量与对照无显著差
异，且都大于 300 mmol·kg-1，说明污染土壤经过修复
后仍然保持良好的保肥供肥能力；试验结束后土壤无

任何异常气味；土壤 pH值较对照有所降低但无显著
差异；YJ01区土壤总氮，YJ01、XJ01区土壤总磷因微
生物对石油烃污染物代谢消耗而较对照有所降低。
2.4 土壤微生物群落分布

500 d采用平板菌落计数法分别对各试验区土壤
中的细菌、真菌、放线菌、固氮菌、氨化细菌、硝化细菌
进行计数，结果见表 5。
土壤微生物群落对于土壤功能发挥具有十分重

要的意义，是土壤健康质量的重要指标之一。自生固

氮菌、氨化细菌、硝化细菌等有益菌在土壤的许多生
命活动及营养循环中发挥着重要的作用。由表 5可
见，修复后各区的微生物群落分布与相应对照区均无

显著差异，表明修复对土壤固氮作用、氨化功能等均
无遗留性影响。
2.5 土壤呼吸强度
试验运行 500 d后，各试验区土壤呼吸作用测定
结果见表 6。

土壤的呼吸作用，是指土壤释放 CO2和吸收氧的

强度，它是衡量土壤微生物总的活性指标，或作为评

价土壤肥力的指标之一。对表 6中两组数据进行显著
性分析发现，试验区 CO2释放量与对照无显著差异，

表明土著微生物总的活性、土壤肥力正常。

3 结论

以玉米和向日葵为供试植物，节细菌（DX-9）为
外源菌，对初始石油浓度为 10 000 mg·kg-1的污染土
壤进行为期 2 a的田间修复试验研究，所得主要结论
如下：

（1）玉米和向日葵对石油污染土壤具有较明显的
修复作用。150 d降解率分别达到 42.5 %和 46.4 %；
500 d降解率分别达到 95.5 %和 96.1 %。
（2）高效石油降解菌 DX-9能加快土壤中石油烃
的降解速度，对修复作用具有显著的强化和协同作

用。500 d 施菌试验区土壤中石油烃降解率分别为
97.6 %和 98.9 %，土壤中石油烃含量均低于国家标准
规定限量（＜500 mg·kg-1）。
（3）污染土壤经过 2 a植物-微生物联合修复，基
本消除了石油烃对植物的生态毒性影响，污染土壤恢

复健康状态。
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